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Economic losses caused by Stomoxys calcitrans are estimated at billions of
dollars worldwide, with losses in Brazil being exacerbated by the large volume
of byproducts of the sugarcane and alcohol industry, which serve as a develop-
ment medium for the dipteran, especially the filtercake. In this context, ento-
mopathogenic nematodes (EPN) appear as a biological control alternative. This
work aimed to evaluate the action of the nematode Heterorhabditis bacteriophora
- isolate HP88 on S. calcitrans larvae in filtercake. In the laboratory, groups of
five larvae were deposited in Petri dishes containing four grams of filtercake.
Concentrations of 25, 50, 100, 150 and 200 EPN /larvae of S. calcitrans, im-
mersed in four milliliters of distilled water, were added to the Petri dishes. In
the control group there were no nematodes, only filtercake and distilled water.
The dishes were sealed with PARAFILM®, and stored in a climatized chamber
at 27+1°C and 70-80% relative humidity. The experiment was observed daily
with six replicates. It was verified that the mortality of all the treated groups
was superior to the one that occurred in the control group (6.6%). The mortal-
ity rate in the presence of 200 EPN/larvae was 83.3%; higher than that caused
by 150 EPN/larvae (76.6%), although they did not differ statistically. Mortal-
ity due to other concentrations was 38.3%, 64%, and 63.3% in groups 25, 50
and 100EPN/larvae, respectively. When the control and 25 EPN/larvae group
results were compared, mean mortality was significantly different. The study
concluded that entomopathogenic nematodes are efficient in the control of S.
calcitrans larvae reared in medium containing filtercake.
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RESUMO. Os prejuizos provocados por Stomoxys
calcitrans sdo estimados em bilhdes de délares no
mundo, sendo as perdas no Brasil agravadas pelo
grande volume de subprodutos da industria sucro-
alcooleira, que servem como meio de desenvolvi-
mento para o diptero, com destaque para a torta
de filtro. Neste quadro, os nematoides entomopa-
togénicos (NEP) surgem como uma alternativa de
controle biolégico. Este trabalho objetivou avaliar
a acdo do nematoide Heterorhabditis bacteriophora -
isolado HP88 sobre larvas de S. calcitrans em torta
de filtro. Em laboratoério, grupos de cinco larvas fo-
ram depositados em placas de Petri contendo qua-
tro gramas de torta de filtro. Foram adicionadas as
placas concentragdes de 25, 50, 100, 150 e 200 NEP/
larva de S. calcitrans, imersos em quatro mililitros
de agua destilada. No grupo controle ndo havia
nematoides, apenas torta de filtro e d4gua destila-
da. As placas foram vedadas com PARAFILM®, e
armazenadas em camara climatizada a 27+1°C e
70-80% de umidade relativa. O ensaio foi obser-
vado diariamente, com seis repeti¢des. Verificou-
-se que a mortalidade de todos os grupos tratados
foi superior a ocorrida no controle (6,6%). A taxa
de mortalidade na presenca de 200NEP/larva foi
de 83,3%; superior a causada por 150NEP/larva
(76,6%), porém ndo havendo diferenca estatistica.
A mortalidade causada pelas demais concentra-
¢Oes foi de 38,3%, 64%, e 63,3% nos grupos 25, 50
e 100NEP/larva, respectivamente. Quando compa-
rados o grupo controle e o grupo 25NEP/larva, as
médias de mortalidade foram significativamente
distintas. Conclui-se que os nematoides entomo-
patogénicos se mostram eficientes no controle de
larvas de S. calcitrans mantidas em meio contendo
torta de filtro.

PALAVRAS-CHAVE. Mosca dos estabulos, torta de fil-
tro, nematoides entomopatogénicos.

INTRODUCAO

Stomoxys calcitrans (Linnaeus 1758), é um diptero
hematéfago também conhecido como “mosca dos
estabulos”, parasita diversas espécies de animais
como bovinos, equideos, cdes e frangos (Bishopp
1913), e também pode parasitar o homem (Hansens
1951). Seu parasitismo causa estresse nos animais
devido a sua picada dolorosa (Mihok & Clausen
1996), que faz com que os animais se alimentem de
forma inadequada, pois realizam movimentos ten-
tando evitar a picada das moscas (Campbell et al.
1987). Esta associada a transmissao e disseminagao
de patégenos como protozoarios, fungos, bacté-
rias, riquétsias e virus (Philpoot & Ezeh 1978, Foil

etal. 1983, Tarry & Carroll 1988) e causa espoliagao
sanguinea (Stork 1979). Todos esses fatores geram
perdas econdmicas, causando prejuizos anuais de
aproximadamente US$ 2 bilhdes a bovinocultura
nos Estados Unidos (Taylor et al. 2012) e de US$
335 milhoes no Brasil (Grisi et al. 2014).

Stomoxys calcitrans possui distribuicdo cosmo-
polita (Taylor et al. 2012), tendo aumento popula-
cional nos meses em que a temperatura e umidade
sdo mais elevadas (Bittencourt & Moya Borja 2000).
Uma caracteristica importante desta mosca é que
machos e fémeas sdo hematéfagos, fazendo com
que o numero de individuos parasitando os ani-
mais seja ainda maior. Seu ciclo de vida varia de 12
a 60 dias, dependendo da umidade e temperatura
e a postura, de acordo com Mello & Garcia (1988),
pode variar entre trés e 17 dias, levando a produ-
¢do de trés a 151 ovos. A eclosdo das larvas varia
de um a quatro dias, prolongando-se em ambientes
de baixa temperatura ou diminuindo em locais de
temperatura mais alta. As larvas de S. calcitrans se
alimentam de matéria organica e atingem o tercei-
ro instar de seis a 30 dias a uma temperatura de
21° a 26°C (Guimaraes 1983, Urquhart et al. 1996).
O periodo pupal é considerado de maior seguran-
¢a para a mosca (Mello 1989) variando de seis a 10
dias. Apés emergirem, os adultos vivem por apro-
ximadamente um més e neste periodo, as fémeas
de S. calcitrans devem ingerir sangue para ocorrer
o amadurecimento de seus ovarios, para realizar
postura (Mello 1989).

O Brasil ¢ um dos maiores produtores de etanol
do mundo, e a matéria prima usada no processa-
mento deste combustivel é a cana de actcar, que é
processada em mais de 400 usinas e destilarias no
Brasil (Andrade & Diniz 2007). Surtos de S. calci-
trans ocorreram em areas de produgao sucroalcoo-
leira, associados aos subprodutos resultantes desta
atividade (Barros et al. 2010), tais como: palha da
cana, bagaco, vinhoto, torta de filtro e cinzas, que
servem como fonte de nutrientes e para o desen-
volvimento das fases imaturas de S. calcitrans. Se-
gundo Corréa et al. (2013), a torta de filtro é o sub-
produto onde S. calcitrans se desenvolve com maior
facilidade (n° de moscas por unidade de area), visto
que é rica em nutrientes. A torta de filtro resulta da
clarificacao do caldo da cana, e sao gerados cerca
de 25 kg/tc (quilogramas por tonelada de cana mo-
ida), de acordo com Andrade & Diniz (2007).

Devido ao desenvolvimento de resisténcia aos
inseticidas quimicos, diversos microrganismos vém
sendo estudados no sentido de controlar ectopara-
sitos de importancia veterinaria (Davidson & Swe-
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eney 1983). Isto também decorre da crescente preo-
cupagao com a presenga de residuos nos produtos
de origem animal e no meio ambiente (Alves 1998).
Neste cendrio, surgem como alternativa ao controle
quimico os nematéides entomopatogénicos (NEP),
que sdo capazes de colonizar e matar artrépodes
(Dolinski 2006). Para se alimentar, os NEP utilizam
os produtos resultantes da agdo de bactérias sim-
biontes mantidas em seu interior, que degradam
seus hospedeiros (Georgis & Manweiler 1994).

Os nematoides do género Heterorhabditis pene-
tram no corpo do hospedeiro através de seus orifi-
cios naturais como cavidade oral, anus e espirdcu-
los respiratérios (Forst & Clarke 2002), bem como
ativamente através da cuticula, visto que possuem
um “dente” quitinoso. No hospedeiro se alojam
na hemocele, para entdo liberar suas bactérias,
que tem alta capacidade multiplicativa, causando
septicemia e morte do inseto. Com sua morte, cria-
-se um ambiente rico em nutrientes, composto por
bactérias simbiontes e tecidos desorganizados do
inseto, onde os nematoides irdo se alimentar e se
desenvolver, até o dltimo estddio de juvenil (J4)
se tornando entdo a primeira geragdo de adultos.
A primeira geracdo no inseto morto é composta
unicamente de NEP hermafroditas, surgindo ma-
chos e fémeas a partir da segunda geracao. Como
os nutrientes do inseto ndo sao suficientes, com o
surgimento e acasalamento dos adultos da segun-
da geracdo, forma-se uma populacdo de juvenis
que irdo se alimentar de restos dos nutrientes no
cadaver, porém estes nutrientes ndo sdo suficien-
tes, logo, os juvenis deixam o inseto cadaver e vao
ao solo em busca de um novo hospedeiro (Ferraz
1998, Dolinski & Moino Jr. 2006). O presente estudo
teve como objetivo verificar o potencial patogénico
de nematoides da espécie H. bacteriophora (isolado
HP88) sobre larvas de S. calcitrans em torta de filtro.

MATERIAL E METODOS

Localizacao do Experimento

Todos os processos relacionados aos bioensaios fo-
ram realizados no Laboratério de Pesquisa em Dipteros
Hematofagos, localizado na Estagdo para Pesquisas Pa-
rasitologicas W. O. Neitz (EPPWON), Instituto de Vete-
rinaria, UFRR].

Obtencao de Larvas de Stomoxys calcitrans

A captura dos adultos de S. calcitrans foi realizada
em bovino no Hospital Veterindrio do Instituto de Vete-
rindria na UFRR], utilizando-se rede entomolégica (Bri-
to 2000), armazenadas em gaiola plastica de transporte
(15x15x20cm) e identificadas segundo Furman & Catts
(1982). Para a criagdo de S. calcitrans em condigdes labo-

ratoriais, foram utilizadas gaiolas de material plastico,
medindo 60x40x50cm (Moraes 2007). As gaiolas de cria-
¢do de adultos e os meios de desenvolvimento larval fo-
ram mantidos em cdmara climatizada a 27£1°C e 70-80%
de umidade relativa (UR). As moscas foram alimentadas
com sangue bovino citratado a 0,38%, aquecido em ba-
nho-maria (em torno de 37°C); simulando a temperatura
corporal do animal parasitado (Mello 1989), e fornecido
em almofada de gaze duas vezes por dia. Para manuten-
¢do das larvas foi utilizada a dieta de Christmas (1970),
adaptada por Macedo et al. (2005).

Obtencio e manuten¢ao dos nematoides

Foi utilizado o nematoide Heterorhabditis bacteriopho-
ra, isolado HP88, cedido pelo laboratério de Parasitolo-
gia da EMBRAPA Gado de Leite, Juiz de Fora, MG. Para
quantificar os nematoides, realizou-se contagem de 10
aliquotas com 10 pL retiradas de garrafa de cultivo celu-
lar (capacidade de 40 mL), que continha 20 mL de sus-
pensao aquosa com nematoides. Em cada aliquota de 10
pL foram contadas as larvas vidveis, para em seguida ser
calculada a média de juvenis infectantes (JI) por amostra
e a partir desta média, as suspensdes foram ajustadas
para concentragao de 1000 JI/mL, adicionando-se ou re-
tirando dgua destilada das garrafas.

Exposicao de larvas de Stomoxys calcitrans em torta de
filtro aos NEP

Grupos de cinco larvas com oito dias de vida foram
colocados em placas de Petri (com duas folhas de papel
de filtro no fundo) contendo quatro gramas de torta de
filtro. Foram adicionados 25, 50, 100, 150 e 200 JI por lar-
va de S. calcitrans - grupos 1, 2, 3, 4 e 5, respectivamen-
te, imersos em quatro mililitros de 4gua destilada. No
grupo controle ndo havia nematoides, apenas torta de
filtro e agua destilada. O volume de agua utilizado nos
grupos controle foi 0 mesmo dos grupos experimentais.
As placas foram fechadas, vedadas com PARAFILM®, e
armazenadas em B.O.D. a 27£1°C e 70-80% de umidade
relativa. O bioensaio teve seis repeticoes, e foi observado
diariamente durante 21 dias.

Analise estatistica

Para analise dos resultados, foi realizada analise de
variancia e o teste de Tukey. Para determinar o compor-
tamento das quantidades de nematoides sobre a morta-
lidade de larvas, foi aplicado o teste de regressao polino-
mial, onde foram testados os modelos linear, quadratico
e ctibico com o auxilio do programa computacional SIS-
VAR 5.0. (Ferreira 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap6s a realizacdo dos ensaios e analise dos re-
sultados, observou-se que a mortalidade de todos
os grupos tratados com NEP foi superior a morta-
lidade verificada no grupo controle (6,6%) no de-
correr do ensaio. A taxa de mortalidade do grupo
5 foi de 83,3%; superior a causada pelo grupo 4
(76,6%). As demais concentracdes de NEP/larva
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variaram de 38,3 a 64% de mortalidade nos grupos
1, 2 e 3 (Figura 1). Com os resultados da analise de
varidncia obtidos, foi observado efeito significativo
(p<0,01) dos tratamentos sobre a mortalidade de
larvas de S. calcitrans.

Os valores das médias das taxas de mortalida-
de das diferentes concentragdes de nematoides por
larva estdo expressos na Tabela 1.

A andlise estatistica revelou, mediante a apli-
cacdo do teste de Tukey, que a mortalidade de
larvas em todos os grupos tratados diferiu esta-
tisticamente do grupo controle, evidenciando alta
a letalidade dos NEP para larvas de S. calcitrans.
Quando se compara a mortalidade entre os gru-
pos tratados (Tabela 1), ndo se observou diferenca
entre os grupos 4 e 5, que apresentaram taxas de
mortalidade superiores a 76%. A menor mortalida-
de, a excecdo do grupo controle, foi verificada no
grupo 1 (38,33%). Apesar do melhor resultado de
mortalidade de larvas ter sido observado no Gru-
po 5 (83,3%), uma das vantagens do uso dos NEP,
é que estes podem ser associados a inseticidas co-
merciais, sendo também compativeis com sistemas
de aplicagdo convencionais (Rovesti et al. 1988).

100 O O O

Mortalidade (%)
T

0 25 50 100 150 200
Quantidade de nematoides
Figura 1. Taxa de mortalidade de larvas de Stomoxys calci-
trans em funcao de diferentes quantidades de nematoides
entomopatogénicos (Heterorhabditis bactoriophora - isolado
HPS88).

Tabela 1. Valores médios e erro padrao da taxa de mortalidade
de larvas de Stomoxys calcitrans em fungao de diferentes quan-
tidades de nematoides entomopatogénicos (Heterorhabditis
bacteriophora-HP88).

Grupos  Nematoides/ N°delarvas  Mortalidade  Erro
larva (%) padrao
Controle 0 5 6,674 +0,22
1 25 5 38,33¢ +0,8
2 50 5 64° +0,75
3 100 5 63,33" +0,83
4 150 5 76,67 +0,54
5 200 5 83,3 +0,42

*Percentuais de mortalidade seguidos pela mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Comparando os resultados obtidos no presen-
te estudo, com aqueles verificados por Leal (2016),
também utilizando H. bacteriophora (cepa HP88),
onde as taxas de mortalidade foram acima de 90%,
percebe-se que a mortalidade em meio contendo
torta de filtro foi menor, porém, deve-se levar em
consideracao que no estudo citado, ndo havia torta
de filtro, logo, pode-se concluir que este subpro-
duto pode ter interferido na acdo dos NEP frente
as larvas da mosca, visto que, foram utilizadas as
mesmas concentracdes de NEP que no estudo su-
pracitado. Embora todos os resultados de mortali-
dade tenham sido inferiores aos obtidos pelo autor
supracitado, mesmo assim, nas maiores concentra-
¢oes de NEP o percentual de mortalidade de larvas
foi elevado (Tabela 1). A utilizacao da torta de filtro
no experimento se justifica pelo melhor desenvolvi-
mento de larvas de S. calcitrans proporcionalmente
por area, como citado por Corréa et al. (2013) e tam-
bém por este material ser armazenado em montes,
que mantém em sua base um certo grau de umida-
de, que pode favorecer o deslocamento dos NEP a
procura de larvas da mosca dos estdbulos no solo
(Norton 1978).

Geden (1986) realizou um estudo utilizando H.
heliothidis em larvas de Musca domestica, com diver-
sas concentracdes de NEP/larva. Comparando os
resultados obtidos no presente estudo, com aque-
les obtidos por este autor, verificou-se que a mor-
talidade na concentracédo de 200 NEP/larva foi me-
nor (69,1%) do que a observada no presente estudo
(83,3%). Com isso percebe-se que o isolado HP88
de H. bacteriophora seria mais virulento do que H.
heliothidis, porém, deve-se levar em consideragao
que os hospedeiros sdo de diferentes géneros, o
que pode influir nos resultados obtidos.

Mahmoud et al. (2007) em estudo utilizando
Steinernema feltine para controlar larvas de S. calci-
trans, verificou mortalidade de 100% nas concen-
tracoes de 80 e 100NEP/larva, resultado este su-
perior ao do presente estudo com H. bacteriophora,
cuja maior concentracao de NEP matou 83,33% das
larvas de S. calcitrans. Logo, S. feltine aparentemente
seria mais eficiente para o controle de S. calcitrans,
entretanto, a exemplo de outros autores, no estudo
de Mahmoud et al. (2007) nao havia o substrato tor-
ta de filtro, que também pode ter interferido sobre
a acao dos NEP H. bacteriophora.

E preciso estudar mais detalhadamente a agao
das diferentes espécies de NEP no controle de S.
calcitrans nos diferentes substratos da industria
sucroalcooleira, pois os NEP podem ser de gran-
de ajuda no controle dos niveis populacionais da
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mosca dos estabulos, bem como de evitar o apare-
cimento de surtos, que causa sérios impactos nos
cenarios econdmico e social brasileiro.

CONCLUSOES

Ap6s a realizagdo do experimento, pode-se con-
cluir que: os nematoides entomopatogénicos utili-
zados se mostraram eficientes no controle de larvas
de S. calcitrans mantidas em torta de filtro. A me-
dida que a concentragdo de NEP/larva se eleva o
mesmo acontece com a mortalidade larval. Os NEP
se apresentam como agentes promissores no con-
trole de larvas de S. calcitrans.
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